Estudio in vitro de permeabilidad, porosidad y crecimiento celular en membranas electrohiladas para prótesis vasculares  by Valencia, Raúl A. et al.
ARTICLE IN PRESS+ModelRCCAR-275; No. of Pages 9





Estudio  in  vitro  de  permeabilidad,  porosidad  y
crecimiento celular  en  membranas  electrohiladas  para
prótesis vasculares
Raúl A. Valenciaa,b, Yuliet Montoyaa, Simón Sáncheza, Isabel C. Ortizc,
Lina  M. Hoyosa y John Bustamantea,∗
a Grupo  de  Dinámica  Cardiovascular,  Centro  de  Bioingeniería,  Universidad  Pontiﬁcia  Bolivariana,  Medellín,  Colombia
b Grupo  de  Automática  y  Disen˜o  A+D,  Universidad  Pontiﬁcia  Bolivariana,  Medellín,  Colombia
c Grupo  de  Biología  de  Sistemas,  Universidad  Pontiﬁcia  Bolivariana,  Medellín,  Colombia
Recibido el  21  de  febrero  de  2016;  aceptado  el  20  de  mayo  de  2016
PALABRAS  CLAVE
Prótesis  de  vasos
sanguíneos;







Introducción  y  objetivos:  En  la  actualidad  la  posibilidad  de  fabricación  de  implantes  vasculares
mediante  la  técnica  de  electrospinning  ha  ganado  interés  para  vasos  sanguíneos  de  diámetros
pequen˜os. El  potencial  en  aplicaciones  vasculares  reside  en  su  capacidad  de  generar  estructu-
ras microporosas  con  gran  área  superﬁcial.  Sin  embargo,  poco  se  conoce  del  efecto  de  dicha
microestructura  y  su  espesor,  tanto  en  las  propiedades  de  transporte  de  masa  como  en  la  pro-
liferación celular.  El  propósito  de  este  trabajo  es  analizar  la  permeabilidad,  la  porosidad  y  el
crecimiento  celular  en  membranas  electrohiladas  para  prótesis  vasculares.
Métodos:  mediante  electrohilado  se  fabricaron  membranas  para  implantes  de  poliuretano  con
memoria de  forma  (Irogran)  en  dos  espesores,  muestra  0  entre  0,2  mm  y  0,9  mm  y  muestra  +1
entre 0,9  mm  y  1,0  mm,  sobre  las  cuales  se  sembraron  ﬁbroblastos  cardiacos  humanos  por  un
periodo de  incubación  hasta  de  10  días.  La  porosidad  y  permeabilidad  se  evaluaron  mediante  la
norma ISO  7198  y  la  proliferación  celular  se  analizó  a  través  de  microscopia  óptica  y  electrónica
de barrido  (SEM).  El  número  total  de  muestras  fue  12  para  cada  espesor  de  referencia.  El  análisis
de datos  se  llevó  a  cabo  mediante  una  prueba  tipo  ANOVA.
Resultados:  las  muestras  +1  presentaron  permeabilidad  promedio  de  55,5%  menor  que  las  0,
reducción de  la  porosidad  de  10,24%,  asociado  a  mayor  crecimiento  celular,  evidenciado  por
sincitios  celulares.
Abreviaturas: SEM, De sus siglas en inglés, microscopía electrónica de barrido; ISO, De sus siglas en inglés, Organización internacionalCómo  citar  este  artículo:  Valencia  RA,  et  al.  Estudio  in  vitro  de  permeabilidad,  porosidad  y  crecimiento  celular  en  mem-
branas  electrohiladas  para  prótesis  vasculares.  Rev  Colomb  Cardiol.  2016.  http://dx.doi.org/10.1016/j.rccar.2016.05.016
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Conclusiones:  La  variación  de  estructuras  microporosas  de  gran  área  superﬁcial  para  obtener
implantes  con  la  técnica  de  electrospinning,  incide  en  el  crecimiento  celular  y  subsecuente-
mente en  la  permeabilidad  y  la  porosidad,  hecho  que  abre  una  gran  oportunidad  para  su  uso
potencial en  aplicaciones  vasculares  de  diámetros  pequen˜os.
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In  vitro  permeability,  porosity  and  cell  growth  study  in  electrospin  membranes  for
vascular  grafts
Abstract
Introduction  and  motivation:  Nowadays,  the  possibility  of  engineering  vascular  grafts  by  means
of electrospinning  has  attracted  interest  for  small-diameter  blood  vessels.  Potential  vascular
application  lies  in  their  ability  to  generate  microporous  structures  with  a  big  surface  area.
However,  little  is  know  about  the  effect  of  such  microstructure  and  its  thickness,  both  regarding
mass transportation  as  well  as  cell  proliferation.  The  motivation  of  this  work  is  to  analyse  the
permeability,  porosity  and  cell  growth  in  electrospun  membranes  for  vascular  grafts.
Methods: by  electrospinning  membranes  for  grafts  made  of  memory  polyurethane  foam  were
fabricated  in  two  thicknesses,  sample  0  between  0.2  and  0.9  mm  and  sample  +1  between  0.9  and
1.0 mm,  amongst  which  human  cardiac  ﬁbroblasts  were  grown  during  an  incubation  period  of  up
to 10  days.  Porosity  and  permeability  were  assessed  according  to  ISO  7198  and  cell  proliferation
was analysed  with  scanning  optical  and  electronic  microscopy  (SEM).  Total  sample  number  was
12 for  each  baseline  thickness.  Data  analysis  was  conducted  by  ANOVA  test.
Results:  +1  samples  presented  an  average  permeability  that  was  55.5%  lower  than  the  0  sam-
ples, 10.24%  decrease  in  porosity  associated  to  bigger  cell  growth,  evidenced  by  syncytial
cells.
Conclusion:  The  variation  of  microporous  structures  of  great  surface  area  in  order  to  obtain
grafts by  means  of  electrospinning  technique  affects  cell  growth  and  subsequently  their  per-
meability and  porosity,  thus  offering  an  opportunity  for  its  potential  use  in  small-diameter
vascular  applications.
©  2016  Sociedad  Colombiana  de  Cardiolog´ıa  y  Cirug´ıa  Cardiovascular.  Published  by  Else-







































e  acuerdo  con  la  Organización  Mundial  de  la  Salud  (OMS)
as  enfermedades  cardiovasculares  son  la  principal  causa  de
uerte  en  el  mundo1.  Cada  an˜o  se  estima  que  alrededor  de
7,5  millones  de  personas  mueren  a  causa  de  estas  pato-
ogías,  de  las  cuales  el  80%  acaecen  en  países  de  bajos  y
edianos  ingresos2.  En  Colombia,  entre  los  an˜os  1998  y  2011
e  presentaron  628.630  muertes  a  causa  de  las  enfermeda-
es  cardiovasculares,  cifra  que  representó  un  23,5%  del  total
e  fallecimientos  reportados  en  este  lapso  de  tiempo3.
Ya  que  la  patología  vascular  es  el  compromiso  fundamen-
al  en  gran  parte  de  dicha  casuística,  se  han  introducido
últiples  tratamientos  para  este  tipo  de  lesiones,  que  van
esde  el  uso  de  medicamentos  hasta  la  ejecución  de  pro-
edimientos  quirúrgicos  que  requieren  la  implantación  de
istintos  injertos  vasculares4,5.  Cuando  se  hace  necesario
eemplazar  un  segmento  de  vaso  sanguíneo,  se  conside-Cómo  citar  este  artículo:  Valencia  RA,  et  al.  Estudio  in  vitro  de
branas  electrohiladas  para  prótesis  vasculares.  Rev  Colomb  Card
an  los  implantes  autólogos,  homólogos  o  heterólogos6;  sin
mbargo,  en  la  mayoría  de  ocasiones  esto  no  es  posible7,
 por  tanto  se  acude  al  uso  de  implantes  sintéticos8,9,  que
uscan  ser  funcionalmente  similares  al  vaso  sanguíneo10,11,
d
d
no  cual  incluye  una  identidad  adecuada  del  lecho  de  ﬂujo,
ara  evitar  respuestas  trombogénicas  y  de  estrés  al  perderse
l  tapizado  endotelial  normal.
Entre  los  materiales  más  empleados  en  prótesis  vascula-
es,  se  encuentran  el  politetraﬂuoroetileno  PTFE  (Teﬂón®),
l  polietileno  tereftalato  o  PET  (Dacrón®)  y  los  políme-
os  sintéticos6. Por  su  parte,  la  ingeniería  de  tejidos  viene
entrando  su  atención  en  métodos  para  la  fabricación  de
mplantes  vasculares  sintéticos  con  matrices  poliméricas  de
orma  que  interactúen  con  las  células  sanguíneas,  con  el
n  de  que  se  reproduzcan  y  creen  una  matriz  extracelular
ue  conduzca  a  la  formación  de  nuevo  tejido  endotelial12,13.
na  de  las  alternativas  más  atractivas  para  la  fabricación
e  matrices  poliméricas  es  la  técnica  de  electrospinning,
ada  su  capacidad  de  generar  estructuras  microporosas,
imilares  a  un  tejido  extracelular  y  obtener  grandes  áreas
uperﬁciales  donde  las  células  se  puedan  adherir  y proliferar.
dicionalmente,  se  puede  controlar  el  grado  de  permeabili- permeabilidad,  porosidad  y  crecimiento  celular  en  mem-
iol.  2016.  http://dx.doi.org/10.1016/j.rccar.2016.05.016
ad  y  porosidad,  propiedades  involucradas  en  el  desempen˜o
e  la  prótesis8,9,14,15.
Así  mismo,  se  resalta  esta  técnica  como  una  de  las  opcio-
es  para  la  fabricación  de  implantes  vasculares  sintéticos  de
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Glosario  de  símbolos
k  Permeabilidad  [m2]
KISO7198 Conductividad  hidráulica  [ml/min/cm2]
ﬂuido Viscosidad  del  ﬂuido  de  trabajo  [Pa*s]
ﬂuido Densidad  del  ﬂuido  de  trabajo  [kg/m3]  para
prueba  de  permeabilidad
g Constante  gravitacional  [m/s2]
ε  Porosidad  [%]
w  Peso  seco  de  la  muestra  [gr]
E  Espesor  de  la  muestra  [mm]
A  Área  de  la  muestra  [mm2]
membrana Densidad  aparente  de  la  membrana  [g/cm3]
L Densidad  del  ﬂuido  de  trabajo  [g/cm3]  para
prueba  de  porosidad
2 Varianza
W  Estadístico  de  prueba  en  la  distribución  W
W0.95 Valor  de  W  con    =  0,05
E  Espesor  [mm]
P  Presión  [mm  Hg]
I  Horas  de  incubación
F0  Valor  estadístico  en  la  distribución  F
Tabla  1  Parámetros  de  operación  del  equipo  de  electros-
pinning  para  la  fabricación  de  membranas  de  poliuretano
con memoria  de  forma  (Irogran,  al  21%  w/w  en  solución
de tetrahidrofurano  [THF]/dimetilformamida  [DMF]  al  50%
w/w)
Parámetros E  +  1
(0,9  mm  ≤
E <  1,0  mm)
E0
(0,2  mm  ≤








Flujo  de  la  bomba  [ml/h]  0,25  0,25
Velocidad  del  colector  [rpm]  10  10































sValor-p  Estadístico  de  prueba
diámetros  pequen˜os  (<5  mm)14,16--18.  Sin  embargo,  pese  a  sus
ventajas,  cabe  resaltar  que  en  este  tipo  de  prótesis  vascular
aún  se  desconoce  cómo  afectan  el  espesor  de  la  mem-
brana  y  otras  propiedades  relacionadas  con  el  transporte  de
masa  en  la  pared,  en  la  generación  de  sincitios  celulares
para  la  endotelización  del  implante19.
El  objetivo  de  este  estudio  es  analizar  la  permeabilidad,
porosidad  y  proliferación  celular  en  membranas  electrohi-
ladas  de  poliuretano  con  memoria  de  forma,  con  diferentes
espesores  para  prótesis  vasculares.
Métodos
Fabricación  de  implantes
En  el  Laboratorio  de  Síntesis  de  Nanomateriales,  Campus
Universitario  de  Laureles,  Universidad  Pontiﬁcia  Bolivariana,
de  Medellín,  se  fabricaron  membranas  electrohiladas  con
diferentes  espesores  (E),  teniendo  en  cuenta  espesores  de
vasos  reales  y  de  implantes  vasculares  comerciales.  Los
espesores  de  membrana  fueron  seleccionados  así:  mues-
tra  0:  0,2  mm  ≤  E  <  0,9  mm  y  muestra  +1:  0,9  mm  ≤
E  <  1,0  mm.  Para  la  fabricación  de  las  muestras  se  empleó
como  solución  base  el  poliuretano  con  memoria  de  forma
(Irogran®)  al  21%  w/w  en  una  solución  de  tetrahidrofurano
(THF)/dimetilformamida  (DMF)  al  50%  w/w.  Para  el  montaje
del  equipo  se  emplearon  8  inyectores  de  5  ml  de  volumen
tipo  21G  x  38  mm,  con  agujas  de  0,8  mm  x  1½′′ con  punta
recortada.  Como  colector  del  material  se  utilizó  un  cilin-
dro  de  aluminio  de  1′′ de  diámetro  x  15  cm  de  largo  en  un
mandril  rotatorio.  Para  la  fabricación  de  las  membranas  seCómo  citar  este  artículo:  Valencia  RA,  et  al.  Estudio  in  vitro  de
branas  electrohiladas  para  prótesis  vasculares.  Rev  Colomb  Card
emplearon  los  parámetros  que  se  presentan  en  la  tabla  1.  El
montaje  del  equipo  se  puede  observar  en  la  ﬁgura  1.
Para  determinar  el  espesor  promedio  de  las  muestras,




pHumedad  relativa  (Hr)  [%] 60-70  60-70
Tiempo  de  operación  [h] 20  14
93-230.  A  cada  una  de  las  muestras  le  tomaron  10  medi-
iones  del  espesor  y  se  determinó  el  promedio.
reparación  de  las  muestras
as  membranas  fueron  recortadas  en  fragmentos  circulares
e  2,2  cm  y  1,2  cm  de  diámetro,  basado  tanto  en  los  requeri-
ientos  de  los  montajes  para  las  pruebas  de  permeabilidad
 porosidad,  según  la  norma  ISO  7198,  como  en  los  diáme-
ros  de  los  pozos  para  los  cultivos  celulares.  Las  muestras  de
ayor  diámetro  fueron  utilizadas  para  las  pruebas  de  per-
eabilidad,  y  las  otras  muestras  fueron  empleadas  en  las
ruebas  de  porosidad  y  análisis  óptico.  El  número  total  de
uestras  fue  12  para  cada  espesor  de  referencia.  Posterior-
ente,  las  muestras  fueron  esterilizadas  en  óxido  de  etileno
ara  reducir  el  riesgo  de  contaminación.
odelo  in  vitro:  ﬁbroblastos  cardiacos
os  cultivos  celulares  fueron  llevados  a  cabo  en  el  Laborato-
io  para  el  Procesamiento  de  Cultivos,  Campus  Universitario
e  Robledo,  Universidad  Pontiﬁcia  Bolivariana.  El  modelo
n  vitro  que  se  utilizó  durante  los  experimentos  empleó  cul-
ivos  de  ﬁbroblastos  cardiacos  humanos  de  aurícula--NHCF-A
Proveedor  Lonza  Group  Ltda.).  Esta  línea  celular  fue  aislada
e  tejido  auricular  de  corazón  adulto  normal,  expresando
proximadamente  el  90%  de  colágeno  tipo  I.
Los  cultivos  celulares  de  ﬁbroblastos  se  mantuvieron  en
edio  de  cultivo  FGM  al  10%  de  suero  bovino  fetal  (SBF),
uplementado  con  penicilina  (1.000  U/ml)  y  estreptomicina
1.000  g/ml),  a una  temperatura  de  37 ◦C,  1  atm  de  pre-
ión,  5%  CO2,  95%  O2 y  95%  de  humedad  relativa.  El  medio
ue  cambiado  una  vez  las  células  alcanzaron  una  conﬂuencia
proximada  entre  88  a 90%.  Para  desprender  las  células  se
mplearon  3  ml  de  tripsina  EDTA  al  0,05%  y  se  detuvo  la  trip-
inización  con  3  ml  de  medio  neutralizante  NTS.  La  solución permeabilidad,  porosidad  y  crecimiento  celular  en  mem-
iol.  2016.  http://dx.doi.org/10.1016/j.rccar.2016.05.016
e  centrifugó  a  1.200  rpm  durante  7  minutos.  Seguidamente,
e  descartó  el  sobrenadante,  se  resuspendieron  las  células
n  1  ml  de  medio  de  cultivo,  y  se  realizó  conteo  celular  y
orcentaje  de  viabilidad.  Finalmente,  las  células  restantes
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Digura  1  Montaje  para  la  fabricación  de  las  membranas  por  
ísico.
e  sub  cultivaron  en  un  nuevo  recipiente  y  se  llevaron  a
ncubación  a  37 ◦C.
iembra  de  células  en  las  membranas
n  platos  de  cultivo  de  6  y  24  pozos  se  depositaron  mem-
ranas  electrohiladas  de  las  muestras  0 y  +1,  a  las  cuales
e  adicionaron  3  ml  de  medio  de  cultivo  FGM  suplementado
on  suero  fetal  bovino  y  antibiótico,  y  se  dejaron  suspen-
idas  durante  2  días  para  reducir  el  rechazo  a  la  adhesión
e  los  ﬁbroblastos.  Una  vez  transcurridos  los  2  días,  se  cam-
ió  el  medio  de  cultivo,  y  se  preparó  una  solución  de  3.500
élulas/cm3 (según  recomendación  del  proveedor).  Seguida-
ente,  se  adicionaron  1,5  y  3  ml  de  la  solución  celular  en
as  cajas  de  6  y  24  pozos,  respectivamente.  Finalmente,  las
ajas  fueron  llevadas  bajo  condiciones  controladas,  a  una
emperatura  de  37 ◦C,  5%  CO2 y  95%  humedad  relativa.  Se
ejaron  incubando  por  un  periodo  hasta  de  10  días,  reti-
ando  tres  especímenes  de  cada  muestra  0  y  +1  a  las  48,  96,
92  y  240  horas,  para  medición  y  análisis  de  las  variables  de
studio.
nálisis  de  crecimiento  celular
as  membranas  se  depositaron  en  un  procesador  de  teji-
os  durante  un  periodo  de  48  horas,  inmersas  en  alcohol
l  50%,  70%  y  80%,  formol  al  10%,  tres  xiloles  y  dos
araﬁnas  líquidas  a  60 ◦C.  Luego  de  dejar  las  membranas
2  horas  en  cada  medio,  se  pasaron  a  la  central  de  inclu-Cómo  citar  este  artículo:  Valencia  RA,  et  al.  Estudio  in  vitro  de
branas  electrohiladas  para  prótesis  vasculares.  Rev  Colomb  Card
ión  para  formar  bloques  de  paraﬁna  que  fueron  cortados
n  un  micrótomo,  marca  Leyca® serie  RM2235,  en  el  cual  se
racticaron  cortes  de  3  micras  de  espesor  con  una  cuchilla
e  alto  perﬁl.  Finalmente,  se  ﬁjaron  y  colorearon  las  placascnica  de  electrospinning.  a)  Esquema  del  proceso.  b)  Montaje
on  hematoxilina--eosina  y  se  observaron  por  microscopia
ptica.
edición  de  permeabilidad
ara  la  medición  de  la  permeabilidad  estática  se  empleó  el
rocedimiento  descrito  en  la  norma  ISO  719820.  El  montaje
onsistió  en  una  columna  de  presión  hidrostática,  con  una
ltura  de  líquido  equivalente  a  una  presión  desde  0  a  150  mm
g.  Como  ﬂuido  de  trabajo  se  empleó  agua  desionizada  para
vitar  el  taponamiento  de  los  microporos.
En  los  ensayos  se  emplearon  las  muestras  0  y  +1  a  48,
6,  192  y  240  horas  de  incubación  celular.  A  cada  muestra
nalizada  se  le  determinó  la  permeabilidad  estática  a  80  mm
g,  120  mm  Hg  y  150  mm  Hg.
Los  resultados  obtenidos  se  reportaron  en  unidades  de
l/min/cm2, que  corresponden  a  la  conductividad  hidráu-
ica  de  la  muestra,  la  cual  mediante  la  ecuación  siguiente
e  transcribe  en  términos  de  permeabilidad.
 = KISO7198 ×  fluido




k =  Permeabilidad  [m2]. permeabilidad,  porosidad  y  crecimiento  celular  en  mem-
iol.  2016.  http://dx.doi.org/10.1016/j.rccar.2016.05.016
KISO7198 =  Conductividad  hidráulica  [ml/min/cm2].
ﬂuido =  Viscosidad  del  ﬂuido  de  trabajo  [Pa*s].
ﬂuido =  Densidad  del  ﬂuido  de  trabajo  [kg/m3].
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Medición  de  porosidad
Se  hizo  con  la  técnica  de  gravimetría  mediante  el  procedi-
miento  indicado  en  la  norma  ISO  7198.  En  esta  prueba  se
emplearon  las  muestras  0  y  +1  a  48,  96,  192  y  240  horas  de
incubación  celular.  La  porosidad  se  determinó  mediante  la
siguiente  ecuación.
ε  =  100  ×
(






ε =  Porosidad  [%].
w  =  Peso  seco  de  la  muestra  [g].
E  =  Espesor  de  la  muestra  [mm].
A  =  Área  de  la  muestra  [mm2].
membrana =  Densidad  aparente  de  la  membrana  [g/cm3].
Para  la  medición  de  la  densidad  aparente  de  la  muestra,
se  empleó  una  balanza  densimétrica  calibrada  con  alcohol
isopropílico  (L =  0,785  g/cm3)  como  líquido  de  trabajo.  El
procedimiento  se  basó  en  la  medición  del  peso  seco  de
la  muestra,  seguido  de  la  medición  del  peso  húmedo  tras
sumergir  la  muestra  en  el  líquido  de  trabajo.  La  densidad
aparente  se  determinó  con  la  siguiente  ecuación.Cómo  citar  este  artículo:  Valencia  RA,  et  al.  Estudio  in  vitro  de
branas  electrohiladas  para  prótesis  vasculares.  Rev  Colomb  Card
membrana =
(
L ×  w




Figura  2  Imágenes  tomadas  mediante  microscopia  electrónica  de
sin células.  b)  Muestra  +1,  sin  células.  c)  Muestra  0,  con  240  horas  d
rojo se  resaltan  las  células  presentes  en  las  muestras  respectivas. PRESS
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onde
L =  Densidad  del  ﬂuido  de  trabajo  [g/cm3].
WWET =  Peso  húmedo  de  la  muestra  [g].
Por  otra  parte,  para  obtener  un  valor  exacto  del  área  de
as  muestras,  se  procedió  a  analizarlas  mediante  el  software
mageJ®.
nálisis  por  microscopia  óptica  y electrónica  de
arrido SEM
as  membranas  de  las  muestras  0  y  +1  sometidas  a  los  perio-
os  de  incubación  celular,  se  ﬁjaron  en  una  solución  de
ormaldehído  al  10%  en  solución  buffer  de  fosfato  (PBS)  por
n  periodo  de  24  horas.  Las  muestras  se  prepararon  para
nálisis  de  microscopia  óptica  y  para  análisis  SEM.
Para  las  muestras  de  microscopia  óptica,  se  procedió  a
en˜ir  con  hematoxilina-eosina,  y  con  la  ayuda  de  un  micros-
opio  marca  Motic® serie  ECO-BINO  y  una  cámara  digital  se
egistraron  imágenes  del  crecimiento  celular  en  cada  una  de
as  muestras.
Las  muestras  destinadas  al  análisis  SEM  se  deshidrataron permeabilidad,  porosidad  y  crecimiento  celular  en  mem-
iol.  2016.  http://dx.doi.org/10.1016/j.rccar.2016.05.016
n  ban˜os  sucesivos  de  alcohol  a concentraciones  de  50%,
0%,  85%  y  96%.  Una  vez  deshidratadas,  estas  fueron  monta-
as  en  una  placa  de  aluminio  y  recubiertas  con  una  película
e  oro;  posteriormente  fueron  analizadas.
 barrido  (SEM)  de  las  membranas  electrohiladas.  a)  Muestra  0,
e  incubación.  d)  Muestra  +1,  con  240  horas  de  incubación.  En
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Figura  3  Imágenes  por  microscopia  óptica  a  campo  claro  a  10X  de  muestras  a  diferentes  horas  de  incubación.  a)  Muestra  0  a  48



































eresentes en  las  muestras.
nálisis  estadístico
nicialmente  se  determinó  la  normalidad  de  los  datos
ediante  la  prueba  de  Shapiro-Wilks.  El  análisis  de  los  datos
e  la  permeabilidad  y  porosidad  en  las  muestras  se  llevó  a
abo  mediante  los  análisis  estadísticos  ANOVA,  para  deter-
inar  la  inﬂuencia  de  cada  una  de  las  variables,  y  su  relación
on  las  propiedades  de  interés  del  estudio21.
esultados
roliferación  celular
n  la  ﬁgura  2  se  presentan  las  micrografías  mediante  micros-
opia  óptica  y  electrónica  de  barrido  SEM  de  especíme-
es  sin  y  con  siembra  de  ﬁbroblastos  cardiacos  humanos,
ara  ambas  muestras  0  y  +1.  En  estas  imágenes  se  pueden
preciar  las  células  adheridas,  conformando  sincitios  en  laCómo  citar  este  artículo:  Valencia  RA,  et  al.  Estudio  in  vitro  de
branas  electrohiladas  para  prótesis  vasculares.  Rev  Colomb  Card
uperﬁcie  de  la  membrana  electrohilada.
En  la  ﬁgura  3  se  presentan  las  micrografías  de  las
uestras  con  distintas  horas  de  incubación,  ten˜idas  con
ematoxilina-eosina,  lo  cual  permite  observar  presencia
e
p
qe  núcleos  y  citoplasmas  celulares  intactos  sobre  las
uestras  de  estudio,  elemento  indicador  de  viabilidad  celu-
ar.  Adicionalmente,  en  la  ﬁgura  4  se  presentan  colonias
elulares  dentro  de  la  pared,  evidenciando  penetración
elular.
ermeabilidad  y  porosidad
os  resultados  de  mediciones  de  permeabilidad  y porosidad
ara  las  muestras  0  y  +1,  según  las  horas  de  incubación,
e  presentan  en  las  ﬁguras  5  y  6. Al  comparar  estas  ﬁgu-
as  se  observa  que  para  las  muestras  +1  a 48  y  96  horas
e  incubación  celular,  la  permeabilidad  promedio  fue  supe-
ior  en  35,2%  y  46,3%  respectivamente,  en  comparación
on  las  mismas  muestras  0.  Así  mismo,  cuando  se  compa-
aron  los  resultados  a  192  y  240  horas  de  incubación,  se
bservó  lo  contrario;  las  muestras  +1  tuvieron  una  permea-
ilidad  promedio  menor  en  20,3  y  55,5%  respectivamente,
n  comparación  con  las  muestras  0.  Se  analizó  la  variación permeabilidad,  porosidad  y  crecimiento  celular  en  mem-
iol.  2016.  http://dx.doi.org/10.1016/j.rccar.2016.05.016
n  la  permeabilidad  respecto  a  las  horas  de  incubación,  a
resiones  de  80  mm  Hg  y  150  mm  Hg  (ﬁgura  7).
Seguidamente,  la  porosidad  de  las  muestras  +1,  evidenció
ue  la  razón  de  disminución  con  los  días  de  incubación  fue
ARTICLE IN PRESS+ModelRCCAR-275; No. of Pages 9
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Figura  4  Imágenes  por  microscopia  óptica  a  campo  claro  por  corte  anatomopatológico,  a  240  horas  de  incubación.  a)  Muestra  +1






























Figura  5  Datos  de  permeabilidad  y  porosidad  a  diferentes
presiones  y  horas  de  incubación  para  las  muestras  0.










































E0 @80 mm Hg
E1 @80 mm Hg
E0 @150 mm Hg























Las  membranas  electrohiladas  abren  la  posibilidad  de  laFigura  6  Datos  de  permeabilidad  y  porosidad  a  diferentes
presiones  y  horas  de  incubación  para  las  muestras  +1.
mayor,  alcanzando  hasta  un  10,24%  cuando  se  comparó  enCómo  citar  este  artículo:  Valencia  RA,  et  al.  Estudio  in  vitro  de
branas  electrohiladas  para  prótesis  vasculares.  Rev  Colomb  Card
un  periodo  de  incubación  entre  48  y  240  horas,  mientras  que
para  las  muestras  0,  la  disminución  fue  de  3,86%  en  el  mismo
periodo  de  incubación.
c
e
Eigura  7  Variación  de  la  permeabilidad  con  las  horas  de  incu-
ación  a  80  mm  Hg  y  150  mm  Hg.
rueba  ANOVA
reviamente  se  probó  las  hipótesis  de  normalidad  mediante
a  prueba  de  Shapiro-Wilks,  cuyos  resultados  se  pueden
bservar  en  la  tabla  2.
A  los  datos  de  permeabilidad  se  les  realizó  un  análisis
stadístico  tipo  ANOVA  (tabla  3).  En  este  análisis  el  valor-p
columna  6),  es  menor  al  de  , de  ahí  que  el  efecto  de  la
ariable  es  signiﬁcativo  o  relevante  en  la  experimentación.
n  el  análisis  ANOVA,  el  resultado  ‘‘signiﬁcativo’’  quiere
ecir  que  el  efecto  provocado  por  la  variable  o  combinación
e  ellas  tiene  inﬂuencia  sobre  la  permeabilidad.
iscusión permeabilidad,  porosidad  y  crecimiento  celular  en  mem-
iol.  2016.  http://dx.doi.org/10.1016/j.rccar.2016.05.016
onstrucción  de  implantes  vasculares  con  características
specíﬁcas  de  acuerdo  con  las  funcionalidades  pretendidas.
n  las  prótesis  vasculares  se  puede  promover  la  generación
ARTICLE IN PRESS+ModelRCCAR-275; No. of Pages 9
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Tabla  2  Resultados  de  la  prueba  de  Shapiro-Wilks  para  normalidad  de  los  datos  obtenidos  en  la  prueba  de  permeabilidad  para
ambos espesores
Muestra  #  de  muestras  2a Wb W0,95c Prueba  Resultado
(+1)  12  7,656  0,851  0,988  W0,95 >  W  Datos  normales
(0) 12  3,575 0,346 0,988  W0,95 >  W  Datos  normales
a 2 = Varianza.
b W = Estadístico de prueba en la distribución W.
c W0,95 = Valor de W con  = 0,05.
Tabla  3  Análisis  ANOVA  de  los  datos  de  permeabilidad
  =  0,05
Fuente  SCa GLb CMc F0d Valor-pe Resultado
Efecto  E  18,83  1  18,83  452,4  1,23E-29  Signiﬁcativo
Efecto P  81,14  2  40,57  974,6  1,78E-46  Signiﬁcativo
Efecto I  393,0  4  98,27  2360  3,15E-65  Signiﬁcativo
Efecto E-P  11,87  2  5,938  142,6  1,57E-23  Signiﬁcativo
Efecto E-I  295,0  4  73,77  1772  1,60E-61  Signiﬁcativo
Efecto P-I  54,77  8  6,846  164,4  7,3E-38  Signiﬁcativo
Efecto EPI  26,18  8  3,272  78,62  6,6E-29  Signiﬁcativo
Error 2,49  60  0,042  1  -  -




I  = Horas de incubación
a SC = suma de cuadrados;
b GL = grados de libertad;
c CM = cuadrado medio;
d F0 = valor estadístico en la distribución F;



































te  sincitios  celulares.  Los  resultados  de  este  estudio  mostra-
on  que  en  las  muestras  +1,  el  crecimiento  de  tejido  celular
ra  de  mayor  proporción  frente  a  las  muestras  0,  conlle-
ando  a  una  caída  en  los  valores  de  permeabilidad.  Una
ausa  posible  de  la  alta  proliferación  celular  en  las  membra-
as  de  mayor  espesor  serían  los  valores  altos  de  porosidad
e  las  muestras  +1  antes  de  ser  celularizadas,  fenómeno  que
romovió  un  crecimiento  celular  signiﬁcativo  en  el  periodo
e  incubación  analizado.
Se  observó  una  diferencia  marcada  entre  los  valores  de
ermeabilidad  de  la  membrana  para  ambas  muestras  +1  y  0
 presiones  de  80  y  150  mm  Hg,  cuando  se  contrastaron  los
eriodos  antes  y  después  de  ser  celularizadas  con  los  ﬁbro-
lastos  cardiacos.  Sin  embargo,  a  las  240  horas,  el  efecto  del
spesor  y  la  presión  sobre  la  permeabilidad  de  la  membrana
o  cambió  respecto  al  anterior;  este  comportamiento  proba-
lemente  se  debe  a  que  el  espacio  libre  de  la  membrana  ya
abía  sido  ocupado  por  los  ﬁbroblastos  en  las  primeras  horas
 no  hay  marcado  crecimiento  posterior  o  descelularización,Cómo  citar  este  artículo:  Valencia  RA,  et  al.  Estudio  in  vitro  de
branas  electrohiladas  para  prótesis  vasculares.  Rev  Colomb  Card
e  otro  lado.
Finalmente,  la  variable  de  mayor  inﬂuencia  es  la  que  se
elaciona  con  las  horas  de  incubación  de  ﬁbroblastos  cardia-




dl  uso  de  materiales  nanoestructurados,  conformando  mem-
ranas  electrohiladas,  el  tapizado  de  cultivo  celular  hace
vidente  la  creación  de  una  capa  celularizada.
onclusiones
as  membranas  electrohiladas  de  las  muestras  +1  presenta-
on  mayor  proliferación  y  generación  de  sincitios  celulares.
sta  respuesta  se  ve  traducida  en  una  disminución  en  la
orosidad  y  permeabilidad  con  las  horas  de  incubación.
uego  de  10  días  de  incubación  se  presenta  un  tapizado  de
ultivo  celular,  lo  cual  hace  evidente  la  creación  de  una  capa
elularizada  en  el  interior  del  implante.
La  observación  de  colonias  celulares  evidencia  que  este
ipo  de  membranas  predispone  a  la  seudoendotelización  del
mplante  vascular,  un  tema  que  abre  expectativas  terapéu-
icas  en  patologías  cardiovasculares.
Enmarcado  en  estos  resultados  preliminares,  el  trabajo permeabilidad,  porosidad  y  crecimiento  celular  en  mem-
iol.  2016.  http://dx.doi.org/10.1016/j.rccar.2016.05.016
 futuro  será  considerar  otros  tipos  de  matrices  poliméri-
as  sintéticas,  y  evaluar  la  interacción  de  la  capa  celular
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¿Qué se sabe del tema?
•  La  patología  vascular  conlleva  la  necesidad  de  contar
con  vasos  protésicos.
•  Las  prótesis  vasculares  reemplazan  la  condiciones  de
ﬂujo  dadas  en  el  árbol  vascular.
•  Los  implantes  sintéticos  carecen  de  tapizado  celular
por  lo  que  diﬁeren  en  la  relación  ﬂuido-sanguíneo-
pared.
¿Qué aporta novedad?
•  Las  membranas  electrohiladas  permiten  la  construc-
ción  de  implantes  vasculares.
•  En  las  prótesis  vasculares  se  puede  promover  la  gene-
ración  de  sincitios  celulares.
•  Con  material  nanoestructurado,  conformando  mem-
branas  electrohiladas,  el  tapizado  de  cultivo  celularCómo  citar  este  artículo:  Valencia  RA,  et  al.  Estudio  in  vitro  de
branas  electrohiladas  para  prótesis  vasculares.  Rev  Colomb  Card
hace  evidente  la  creación  de  una  capa  celularizada
en  el  interior  del  implante.
•  La  observación  de  colonias  celulares  evidencia  la
posibilidad  de  llegar  a  la  seudoendotelización  del
implante  vascular,  un  tema  que  abre  expectativas
terapéuticas  en  patologías  cardiovasculares.
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